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1. RESUMEN

La hidatidosis es una zoonosis helmintica mundialmente distribuida causada por las
etapas larvarias de Echinococcus granulosus. En humanos es una enfermedad croénica
que cursa con el crecimiento de quistes hidatidicos en el interior de diferentes 6rganos,
principalmente en el higado y en los pulmones. Debido al lento crecimiento de los
quistes y a las caracteristicas de la enfermedad, el diagndstico se realiza habitualmente
una vez la enfermedad se torna sintomatica, mediante las pruebas de imagen y
serologia. Actualmente ELISA e inmunoblotting son las técnicas mas fiables con fines
diagnosticos. Estas se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente al liquido
hidatidico, al antigeno B o al antigeno 5, principalmente. Sin embargo, el uso de estas
fuentes antigénicas conduce a un elevado porcentaje de falsos positivos y negativos.
Para mejorar el diagndstico y la estandarizacion de los tests, se han obtenido proteinas
recombinantes, anticuerpos monoclonales y otros extractos antigénicos que podrian
solucionar los problemas asociados al uso de los antigenos convencionales en los
ensayos inmunoldgicos.

Palabras clave: Hidatidosis, Echinococcus granulosus, antigeno, anticuerpo,
serodiagnostico, sensibilidad, especificidad, ELISA, inmunoblot.

2. ABSTRACT

Hydatidosis is a helminthic zoonosis disease worldwide geogaphic distributed
caused by the larval stage of Echinococcus granulosus. In humans is a chronic disease
that goes with the growth of hydatid cyst in many internal organs, mainly liver location.
Due to its long term groth and the characteristics of the disease, the diagnosis is made
when the disease becomes symptomatic through imaging and serology techniques. At
present, ELISA and immunoblotting are the most certain tests for immunodiagnostic
purposes. They are based on the detection of specific antibodies against the hydatid
fluid, antigen B and antigen 5. Nevertheless, the use of these antigenic sources give rise
to false positive and negative results. To overcome the problems with the diagnosis and
the standardization of tests, recombinant proteins, monoclonal antibodies and oher
antigenic sources have been performed. These proteins may solve the problems
associated with the use of conventional antigens in immunological assays.

Key words: Hydatidosis, Echinococcus granulosus, antigen, antibody, serodiagnose,
sensitivity, specificity, ELISA, immunoblotting.
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3. INTRODUCCION

3.1 Echinococcus granulosus

La hidatidosis o equinococosis quistica es una enfermedad zoondtica con
prevalencia mundial que afecta tanto a animales vertebrados como a seres humanos.
Esta parasitosis es causada por los cestodos de la especie Echinococcus granulosus sensu
lato. Estas tenias en su forma adulta suelen medir entre 2 y 7 milimetros de longitud y
son parasitos del aparato digestivo de los vertebrados. I Morfolégicamente se
componen de un escolex y tres progldtides. El escélex a su vez estd formado por cuatro
ventosas dispuestas en cruz y una doble corona de ganchos con la que se fija a la mucosa
intestinal, y las proglétides se dividen en inmadura, madura y gravida.l?] E. granulosus en
su forma adulta parasita el intestino delgado del hospedador definitivo, lo que se conoce
como equinococosis, mientras que en su fase larvaria conduce al desarrollo de quistes
hidatidicos, principalmente en el higado y en los pulmones de los hospedadores
intermedios y el humano. En este momento se habla de hidatidosis.

—=Q

Figura 1: (a) Morfologia completa de un adulto de E. granulosus. (b) Morfologia del escélex de E.
granulosus. [Ref. 1]

3.2 Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus

E. granulosus en su forma adulta habita en el intestino delgado de los perros y
otros canidos salvajes, como zorros o lobos, que actian como hospedadores definitivos
(1). El anillo gravido se desprende del gusano adulto y se descompone a lo largo del
transito intestinal liberando sus huevos, que ya tienen capacidad infectiva. Estos
huevos, de aproximadamente 30-40 um de tamafo, son expulsados a través de las heces
de los hospedadores definitivos (2) y pueden ser ingeridos de forma accidental por el
ganado ovino y los animales ungulados (hospedadores intermedios). En el momento que
estos huevos llegan al intestino, eclosionan y liberan las oncosferas (3), unas
estructuras larvarias moéviles que atraviesan la mucosa intestinal para acceder a la
circulacion porta o sistémica y asentarse principalmente en el higado o en el pulmoén,
aunque también puede darse afectacién renal, dsea, esplénica, muscular, ocular y del
sistema nervioso central. Una vez las formas larvarias han alcanzado su localizacion
definitiva desarrollan los quistes hidatidicos.

Cuando el hospedador definitivo ingiere visceras de huéspedes intermediarios
contaminados con quistes hidatidicos, los protoescélex de los quistes hijos (6) migran
hasta alcanzar la mucosa intestinal (7) donde se transforman en cestodos adultos (8)
cerrandose asi el ciclo del gusano. [1.3]
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Figura 2: Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus. [Ref. 1]

3.3 Morfologia v clasificaciéon del quiste hidatidico

El tamafio del quiste varia entre 1-15 centimetros, aunque puede ser superior,
con varios litros de liquido en su interior. [4] Es una estructura de crecimiento lento que
se caracteriza por tener una forma esferoidal bien definida y un interior hueco relleno
de un liquido claro denominado liquido hidatidico. El liquido hidatidico es una compleja
mezcla de sales, lipoproteinas y otros compuestos organicos que son la principal fuente
de antigenos para el inmunodiagnéstico. [

El quiste hidatidico se compone de tres capas. De externa a interna, las capas son las

siguientes:

I Quistes
' hijos

/
’/
/' Vesiculas
hijas con
protoescdlex

fx’; Tejido hospedados

== Periquiste

W Capalaminada
Capa germinal

Figura 3: morfologia del quiste
hidatidico [Ref. 3]

- Periquiste: cubierta formada por tejido
inflamado del hospedador.

- Membrana laminada: capa acelular que
permite el paso de nutrientes al interior del quiste.

- Membrana germinal: estructura que
permite el desarrollo de las vesiculas hijas y en cuyo
interior tiene lugar el proceso asexual de gemacién
que conduce a la formacion de las formas larvarias o
protoescélex.

Cuando las vesiculas hijas se desprenden de la capa germinal se forman los quistes
hijos, que ya albergan los protoescélex en su interior. [¢]

-5-
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La OMS/IWGE (Informal Working Group on Echinococcosis) ha realizado gracias a
las técnicas de imagen una clasificacidn especifica de las etapas del quiste en funcion de
la actividad de la lesién:

- CE1l: estado activo caracterizado por una pared formada por una doble
membrana y arenilla hidatidica en el interior.

- CE2: estado activo consistente en multiples vesiculas hijas septadas o dispuestas
en “panal de abejas”.

- CE3: lesion activa transicional unilocular caracterizada por el desprendimiento
de la membrana laminar dentro del quiste.

- CE4: lesion inactiva heterogénea formado por el contenido degenerativo de las
células hijas.

- CEb5: lesidén inactiva caracterizada por una calcificacion total o parcial de la pared
del periquiste. [7]

Esta clasificacién ha sido utilizada para el diagnéstico y manejo clinico de la
hidatidosis, ya que existe una estrecha correlacién entre el nivel de 1gG4 especifica y la
progresién de la enfermedad. 8 Unicamente los quistes en las etapas de desarrollo y
crecimiento (CE1, CE2 y CE3) presentan una elevada seropositividad frente a esta
subclase. Por el contrario, una elevada respuesta frente a IgG1, IgG2 e IgG3 se relaciona
con los procesos de degeneracién y calcificacion del quiste (CE4 y CE5). [°]

3.4 Hidatidosis
3.4.1 Epidemiologia

La hidatidosis es una severa zoonosis helmintica mundialmente distribuida,
aunque la prevalencia es mayor en las zonas rurales de la cuenca del Mediterraneo, el
norte y este de Africa, oeste y centro de Asia, América del Sur y Australia. [19 Aunque la
mortalidad de esta enfermedad no es muy elevada (2,2%), si presenta una elevada
morbilidad. Se estima que 2-3 millones de personas padecen hidatidosis, [3 111 lo que
supone un gran impacto econémico.

Figura 4: Epidemiologia de la hidatidosis quistica. [Ref. 12]
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En Espafia, la hidatidosis es considerada endémica. Afecta principalmente a las
grandes areas de pastoreo extensivo de ovinos en las regiones de Aragoén, Castilla La
Mancha, Castilla y Leén, Extremadura, Navarra y La Rioja. [13]

3.4.2 Aspectos generales de la enfermedad

El estudio molecular del ADN mitocondrial de E. granulosus ha permitido
distinguir 10 genotipos diferentes, que se diferencian fundamentalmente en la
especificidad del hospedador, la morfologia del adulto y la patogenicidad. En funcion del
hospedador intermediario que parasita, se clasifican en: G1 y G2 (ovejas), G3 (bufalos),
G4 (caballos), G5 (vacas), G6 (camellos), G7 y G9 (cerdos), G8 (ciervos) y G10 (renos),
siendo G1 y G2 los causantes de la mayoria de los casos de hidatidosis. ['4l En Espafia se
distinguen 3 cepas genéticamente diferentes dentro de esta especie: G1, G4 y G7. [15]
Aunque el ciclo se desarrolla principalmente entre perro-oveja, puede estar también
implicado el ganado equino, caprino, porcino o vacuno.

En humanos es una enfermedad crénica de complicado manejo clinico debido al
crecimiento de quistes hidatidicos en el interior de distintos 6rganos vitales. Ademas,
posee un caracter prevenible, ya que tanto los huéspedes definitivos como intermedios
son domésticos. Sin embargo, se hace dificil la vigilancia debido a que el parasito posee
un periodo de incubacién de varios afios, por lo que los sujetos pueden permanecer
asintomaticos durante meses, afios o incluso a lo largo de toda su vida. [12]

El método mas frecuente de transmisién a humanos es por la ingesta de agua o
alimentos contaminados con la materia fecal de un hospedador definitivo o por contacto
directo con estos. Debido a que el ser humano no es capaz de transmitir la enfermedad,
no se considera hospedador intermedio sino accidental. [1. 12]

Para reducir la transmisién, y por tanto la carga de morbilidad humana del
cestodo, se deben realizar tratamientos peridodicos vermifugos a perros y ovejas,
mejorar de la higiene en los mataderos y efectuar campafas de educacion publica. Como
medida adicional se estd evaluando la vacunacién del ganado ovino con el antigeno
recombinante EG95 de E. granulosus. [1.12]

3.4.3 Manifestaciones clinicas

Las técnicas de ultrasonido revelan que los quistes pueden llegar a crecer entre
1-50 milimetros al afio. [7] La fase inicial de la enfermedad suele ser asintomatica, ya que
los quistes pequefios y bien encapsulados no suelen inducir manifestaciones clinicas.
Cuando los quistes hidatidicos superan un determinado tamafio, estos ejercen presion
sobre los tejidos adyacentes haciendo que la enfermedad se torne sintomadtica. Los
signos dependen del 6rgano afectado, la cantidad y el tamafio de los quistes y la
integridad de la pared quistica.

La mayoria de los pacientes tienen una lesién quistica que afecta a un solo
organo, siendo en el 70% de los casos el higado y en el 20% el pulmoén. [16] Por ello, las
manifestaciones clinicas son principalmente hepaticas (dolor abdominal, nauseas y
vOmitos) o pulmonares (tos crénica, dolor toracico y disnea).

-7 -
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Entre los signos no especificos se encuentran anorexia, pérdida de peso y
debilidad. Si se produce la ruptura del quiste, el liquido hidatidico se libera y puede
desencadenar desde una reaccion anafilactica hasta incluso la muerte. [1]

3.4.4 Diagnostico

Debido a la ausencia de signos patognomonicos es dificil diagnosticar la
enfermedad, por lo que se estima que la hidatidosis esta infra diagnosticada. Suele
detectarse por casualidad o cuando aparecen complicaciones, principalmente mediante
técnicas de imagen o hallazgos clinicos.

El diagndstico de la hidatidosis se realiza mediante pruebas de imagen. Las
técnicas de eleccion son: la ecografia abdominal, para quistes localizados
preferentemente en esta region; la radiografia convencional, especialmente util en
lesiones pulmonares y éseas; y la tomografia computerizada y la resonancia magnética,
para el estudio de quistes que no son accesibles mediante las técnicas anteriores. [3]

T

Figura 5: Quiste hidatidico pulmonar observado mediante radiografia de térax. [Ref. 17]

No obstante, el potencial diagndstico de estos procedimientos se encuentra
limitado debido a la apariencia atipica de algunas lesiones, la incapacidad de discernir
entre absceso o neoplasma y la insuficiente informaciéon que aportan algunas lesiones
acerca de la especie o la viabilidad del parasito. Por ello, el diagnéstico de la infeccién
debe confirmarse por serologia, [18] basada en la deteccion de anticuerpos especificos o
antigenos parasitarios en muestras biologicas.

Los ensayos inmunodiagndsticos habitualmente utilizados son ensayos
inmunoenzimaticos (IgG-ELISA), el test de hemaglutinacién indirecta (IHA) y el
inmunoblotting (Western Blot), empleandose ELISA e IHA como primera linea e IB como
test confirmatorio. [1°1 Ademas, puede confirmarse la presencia de protoescélex a través
de exdmenes microscopicos histologicos y de fluidos.

La mayoria de métodos serologicos se basan en la detecciéon de anticuerpos IgG
especificos. Sin embargo, muchos estudios revelan una baja sensibilidad y especificidad
frente a una misma secuencia, lo que lleva a considerar la serologia frente al liquido
hidatidico como un método con dudosos beneficios para el manejo clinico de la
hidatidosis. Por ello, muchos autores se centran en el estudio de proteinas
recombinantes y péptidos sintéticos obtenidos a partir del antigeno B y el antigeno 5,

-8 -
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aunque hasta el momento se han obtenidos datos de sensibilidad y especificidad muy
dispares para la misma secuencia. [25]

En la actualidad no existe un test serologico especifico estandarizado y altamente
sensible. En la practica clinica, los resultados serologicos dependen de muchos factores
como la calidad del antigeno, la técnica empleada, el 6rgano afectado, el nuimero de
quistes hidatidicos y la variabilidad de la respuesta inmune. Por estos motivos muchos
laboratorios emplean como minimo dos técnicas distintas en el diagnéstico rutinario.

3.4.5 Tratamiento

Actualmente no existe ningun criterio establecido en cuanto al tratamiento mas
eficaz de la hidatidosis. Evaluando la situacion clinica del paciente y las caracteristicas
del quiste (tipo, tamafio y localizacion) se elige el mas adecuado:

- El tratamiento quirdrgico es esencial frente a quistes de gran tamaiio,
especialmente si comprimen 6érganos cercanos, si son quistes con riesgo de
rotura espontanea o secundaria a manipulacién percutdnea o si los quistes estan
asociados a roturas, fistulas, hemorragias o infecciones. [20]

- El drenaje percutaneo trata de destruir la capa germinal del quiste o vaciar su
contenido. Esta técnica esta especialmente indicada en pacientes inoperables o
que sufren recidivas a pesar del tratamiento quirurgico o farmacologico. Se lleva
a cabo mediante el método PAIR: Puncién del quiste, Aspiraciéon del contenido
hidatidico, Inyeccién de productos quimicos escolicidas y Reaspiracion. [20]

- En la terapia cestodicida se emplean los benzimidazoles (albendazol como
eleccibon o mebendazol como alternativa). Este grupo de farmacos
antihelminticos pueden utilizarse como tratamiento Unico en quistes de menos
de 5 cm o en pacientes inoperables. [7l También se emplean como tratamiento
adicional a PAIR o en situaciones perioperatorias para evitar diseminaciones.
Tienen una funcién ovicida, larvicida y téxica para las formas adultas, ya que
inhiben la funciéon microtubular. No obstante, estos farmacos tienen una eficacia
variable, ya que el principio activo debe atravesar la membrana del quiste y
diluirse en su interior. [20]

4. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es profundizar en las proteinas utilizadas en el diagnoéstico
inmunolégico de la hidatidosis, centrando el foco tanto en las fuentes antigénicas
empleadas en el diagndstico convencional como en las de reciente investigacion. Estas
ultimas son la obtencién y uso de antigenos procedentes de otros estadios del ciclo de
vida del parasito y el desarrollo de secuencias recombinantes con caracteristicas
diagndsticas superiores a las de sus proteinas nativas homologas. Como base del trabajo
se quiere transmitir la necesidad de establecer una técnica diagnéstica estandarizada
que reuna los requisitos de elevada sensibilidad y especificidad.
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5. MATERIAL Y METODOS

Con el fin de lograr este objetivo, la elaboracion de este Trabajo de Fin de Grado se
ha realizado a base de una amplia revision bibliografica de articulos encontrados en
diversas bases de datos electrénicas como PubMed, Google Académico, Science Direct y
SciELO. Ademas, se han consultado también publicaciones de paginas web de
Organismos Internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el
Centers for Disease Control and Prevention (CDC). La busqueda se limit6 a publicaciones
escritas en inglés o castellano, de acceso libre o accesibles para el personal de la
Universidad Complutense de Madrid.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

El inmunodiagndstico basado principalmente en la deteccion de antigenos
circulantes en el suero o anticuerpos especificos frente a E. granulosus es un método
complementario en el diagnostico de la enfermedad. No obstante, las técnicas de
imagen son a menudo bastante caras e incluso en determinadas areas no estan
disponibles a la totalidad de la poblacion. En cambio, las técnicas serolégicas son baratas
y sencillas de realizar, por lo que cobran especial importancia en las zonas muy
endémicas y en paises en desarrollo.

6.1 Antigenos utilizados para el inmunodiagnéstico de la hidatidosis
6.1.1 Antigenos del liquido hidatidico

La mayoria de los métodos seroldgicos usados en humanos para el diagndstico de
la hidatidosis se basan en la deteccion de anticuerpos IgG especificos, siendo
tradicionalmente el liquido hidatidico (LH) la principal fuente antigénica empleada. [21]
El LH es una compleja mezcla heterogénea, cuyos componentes mayoritarios son el
antigeno 5 (Ag5) y el antigeno B (AgB). Estos tienen la capacidad de activar la respuesta
humoral del huésped, por lo que son altamente inmunogénicos.

Aunque el LH posee una sensibilidad diagnéstica de entre el 85-95% [21], se
encuentra muy limitado debido a dos grandes inconvenientes:

+ El elevado nimero de falsos positivos detectados. Esto es debido a problemas de
reactividad cruzada con sueros de pacientes con hidatidosis alveolar,
cisticercosis, esquistosomiasis y fasciolasis. [221 Sin embargo, en Espafia el
serodiagnostico basado en el LH bruto presenta menos inconvenientes que en
otras regiones del mundo, en las que la hidatidosis alveolar y la cisticercosis son
enfermedades endémicas. [23]

+ El elevado porcentaje de pacientes serolégicamente negativos frente al LH. Esto

depende de diversos factores como la localizacion, estadio y tamafio del quiste y
la variabilidad de la fuente antigénica empleada. [21]

-10 -
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La localizacion del quiste es la causa mas importante de falsos negativos, ya que
entre el 10-20% de pacientes con quistes hepaticos no presentan niveles significativos
frente a IgG especificas. Del mismo modo, quistes con localizacién extrahepatica inducen
una baja o nula respuesta humoral frente al parasito. [24] Ademas, los distintos genotipos
del parasito y las diferentes etapas quisticas poseen una expresion diferencial de
antigenos, tanto cualitativa como cuantitativa.

Dependiendo de la etapa del quiste se expresa un perfil diferente de antigenos
inmunodominantes: CE2 y CE3 muestran una elevada respuesta humoral frente al AgB y
el Ag5, mientras que CE1, CE4 y CES5 reaccionan unicamente frente al Ag5 y la catepsina
B. Estas diferencias podrian ser ttiles en clinica para detectar correctamente las etapas
del quiste y su viabilidad utilizando el antigeno mdas indicado para un diagnéstico
especifico. [25]

Debido a estas limitaciones, este extracto antigénico presenta dudosos beneficios en
el serodiagnostico de la enfermedad. Por ello, el LH bruto estd especialmente
recomendado en estudios seroepidemioldgicos, [26] mientras que el diagndstico
individual de la hidatidosis se basa en la produccién y el uso de fracciones purificadas de
Ag nativos, Ag recombinantes y péptidos sintéticos. Se emplean principalmente el AgB y
el Ag5, ya que son las lipoproteinas inmunogénicas mas abundantes en el LH y se
expresan durante todo el ciclo de la vida del parasito. [21]

6.1.2 Antigeno B

El AgB es una lipoproteina polimérica termoestable de 120-160 kDa que en
condiciones reductoras se disocia en subunidades de 8/12, 16 y 20/24 kDa. [27] Aunque
no se conoce a ciencia cierta la funcion del AgB, se cree que participa en la evasion de la
respuesta inmunitaria del hospedador, puesto que inhibe la actividad proteasa, inhibe la
quimiotaxis de los neutréfilos, induce la apoptosis de células inmunes, desencadena una
respuesta Th2 no protectora y secuestra sustancias xenobidticas (nematicidas). [23]

Este antigeno estd codificado por una familia multigénica de expresién variable
constituida por 5 isoformas (AgB1-AgB5), [2811as cuales comparten entre ellas un 44-
81% de similitud y se expresan de forma variable durante las distintas etapas de la vida
del parasito y del quiste. A su vez, cada isoforma presenta homologia con otras especies
y géneros: mas de un 90% de similitud con E. multilocularis y un porcentaje ligeramente
menor con el género Taenia. 211 Debido a esta homologia estructural se producen
frecuentes reacciones cruzadas con sueros de pacientes infectados por otros helmintos.

Actualmente el método de mayor especificidad para el diagndstico de la
hidatidosis consiste en la identificacion de la subunidad 8/12 kDa mediante
inmunoblot. [291 No obstante, el 18% de los sueros de pacientes con hidatidosis no
presentan niveles detectables de Ac especificos, mientras que el 39% de los sueros de
pacientes con hidatidosis alveolar muestran reactividad cruzada con esta subunidad. [21.
30] De manera similar que al emplear LH, la sensibilidad de esta prueba se encuentra
limitada por la localizacién extrahepatica y el tamafio pequefio de los quistes.
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El AgB ha sido obtenido y clonado tanto en su forma nativa purificada como
recombinante. En los ensayos inmunodiagnésticos se han obtenido los siguientes
resultados:

El AgB purificado presenta una sensibilidad de entre 60-85% en ensayos ELISA,
y de un 60-92% en inmunoblot. [21]

La proteina recombinante (rec) AgB1 ofrece una sensibilidad diagnostica de un
71-94,6%. [231

La sensibilidad en ELISA basado en recAgB2 o recAg2B2 es del 51,8%. [31]

Esta heterogeneidad de valores de sensibilidad que ofrecen estas cuatro proteinas se
explican con la enorme influencia que tienen algunos factores en la respuesta humoral
del huésped:

+ La composicion especifica antigénica de cada etapa del quiste. El AgB en ELISA

evidencid una sensibilidad de 74%, 96%, 90% y 56% en pacientes con las etapas
quisticas CE1, CE2, CE3 y CE4/CES5 respectivamente. [3233] Esto demuestra que la
presencia de quistes simples o en etapas involutivas incrementa el nimero de
falsos negativos.

El elevado polimorfismo de los genes del AgB y la transcripcién variable en
funcién del genotipo de E. granulosus. Los genotipos distintos de G1 aumentan
también los falsos negativos. 23]

El tratamiento farmacolégico, el cual incrementa el nimero de verdaderos
positivos al provocar el derrame de Ag de los quistes dafiados. [32 34]

Las proteinas recombinantes recAgB2 y recAg2B2 consisten en una simple o doble
repeticion en tandem del AgB del genotipo G1 de E. granulosus sin el péptido sefial,
respectivamente. La sensibilidad de los test ELISA basados Unicamente en estos
antigenos recombinantes (ambos 51,8%) es mas baja en comparaciéon con los test
basados en el LH (85-95%). [31] Sin embargo, la especificidad es superior, y por lo tanto
la reactividad cruzada es menor en los test ELISA que emplean estos antigenos
recombinantes frente a los que emplean LH. (Especificidad de 78%, 88,3%, 98,8% del
LH, recAgB2 y recAg2B2 respectivamente; reactividad cruzada de 52,4%, 9,5% y 16,7%
del LH, recAgB2 y recAg2B2 respectivamente). [341 Por ello, estos antigenos se emplean
especialmente en pacientes que muestran lesiones similares a las caracteristicas de la
hidatidosis.
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Number of

Antigen CE Confirmatory test Technique, antibody Sensitivity (%) Megative serology more frequent when
patients
Immunochromatography, IgG 100 E
3 e ¥ .
1 Surgery Immunochromatography, 1gG4 95 Not specified
23 Surgery 100
5 Imaging techniques and serology®  ELISA, 1gG a0 Mot specified
13 Serology” 1]
2 Imaging techniques ELISA, 1gG 938 CE4 and CE5 cyst stages
Purified 4 g ELISA, IgG 875 o
: AR ELISA, IgG4 80 seak s
108 Surgery DIGFA, IgG 808 (:}'.:i_l ]_\'J.-c.anon olh.cr tha._n IIL\ic'r; CEl, CE4, and
% CES5 cyst stages; small cysts
13 Imaging techniques DIGFA, IgG 92.9 Mot specified
35 Imaging techniques ELISA, 1gG 54 CEL CE4, and CES5 cyst stages
1
56 Surgery ELISA, all (Protein G) gﬁff_‘ Not specified
3 Surgery ELISA, all (Protein G) 71 Parasite genotype other than Gl
124 Surgery® ELISA, 1gG 83 Not specified
s 246 Imaging techniques ELISA, all (Protein G) 776 Mot specified
Re b t Bl 2
e 13 Imaging technigues DIGFA, IgG 779 Not specified
56 Surgery ELISA, all (Protein G) 94.6 Not specified
123 Imaging techniques ELISA, IpG 739 CE4 and CES5 cyst stages, no pretreatment
547 - s Z 78 i
Recombinant B2 186" Surgery ELISA, lgC 79 ingle cyst, no pretreatment
124 Surgery® ELISA, 1gG 629 Not specified
Recombinant 282 izsb' Surgery ELISA, 1pG :f_: Single cyst, no pretreatment
Recombinant B3 124 Surgery” ELISA, IgG 29 Mot specified
L gl 124 Surgery” ELISA, IgG 758 Mot specified
Recombinant B4 - Surgery ELISA, IgG oL7 Not specified
Recombinant B5 124 Surgery” ELISA, IgG 4.3 Mot specified

Figura 6. Uso del antigeno By sus derivados para el diagnéstico de la hidatidosis [Ref. 25]

6.1.3 Antigeno 5

El Ag5 es una lipoproteina termoladbil, de aproximadamente 400 kDa y
constituida por dos componentes de 57 y 67 kDa, que en condiciones reductoras se
disocian en subunidades de 22-24 y 38 kDa. [35] Tampoco se conoce la funcién de esta
molécula, sin embargo se cree que es esencial en el desarrollo del metacestodo debido a
que se encuentra en elevada concentraciéon en el LH. La subunidad de 22 kDa se
relaciona con fendmenos de adhesion a la matriz extracelular y la superficie celular,
mientras que la subunidad de 38 kDa se relaciona con la tripsina peptidasa, aunque no
posee actividad enzimatica. [36]

Se ha observado que el Ag5 también esta codificado por una familia multigénica
de expresion variable y que presenta, ademas, un 90% de homologia estructural con
moléculas expresadas por otros helmintos. Esto es en parte debido a que la subunidad
38 kDa esta formada por fosforilcolina, un hapteno compartido por multiples nematodos
y que les confiere propiedades inmunorregluadoras. Por ello, este Ag presenta con
mucha frecuencia reactividad cruzada con sueros de pacientes con hidatidosis alveolar o
cisticercosis. [37]

La sensibilidad diagndstica del Ag5 nativo purificado es del 50-87%. [37] Esta
heterogeneidad de valores, como ya se ha mencionado anteriormente, es debido a que
este Ag desencadena una respuesta humoral principalmente durante las etapas CE1 y
CE5 del quiste, por lo que entre el 10-40% de los pacientes con hidatidosis
quirurgicamente confirmadas no presentan en ELISA niveles detectables de anticuerpos
especificos. [38]

Ademas, aunque la subunidad 38 kDa es el componente mas inmunogénico de la
molécula, su antigeno recombinante recAg53.38 presenta una sensibilidad demasiado
baja (21%). 39
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Por todos los inconvenientes en cuanto a sensibilidad y especificidad del Ag5 y
sus derivados, estos no se han ensayado con tanta frecuencia con fines diagndsticos
como el AgB. [“01No obstante, la prueba de doble difusion Arco 5 basada en la deteccion
de anticuerpos frente al Ag5, se considera actualmente la prueba de referencia para el
diagnoéstico inmunoldgico de la hidatidosis. [#11 Es la prueba inmunodiagndstica mas
empleada en las areas donde la hidatidosis es endémica debido a la facilidad de su
ejecucion.

Enfoque del diagnéstico primario (screening y confirmacién)
Técnicas de imagen, complementadas por serologia

Imagen positivay Imagen negativay Imagen positivay

seronegatividad seropositividad seropositividad
Casos asintomaticos Casos asintomaticos Intervencién quirtrgica
— Procedimientos de imagen avanzados Seguimiento mediante serologiay y/o quimioterapia

técnicas de imagen durante 6 meses

— Repetir el serodiagndstico
si es un paciente de riesgo

— Biopsiade aguja fina para PCR (tejido) o

deteccidn antigénica en muestra sérica : =
Casos sintomaticos

Casos sintomaticos Serologfa especifica (secundaria)
Considerar intervencidn quirdrgica y/o frente a E. granulosus con:
quimioterapia sin confirmacidn — Egb, Egig- 0 8g9-122 (Ags)-ELISA
serodiagndstica — EG55-, AgB2-0 p176 (AgB)-ELISA

— Deteccién eninmunoblot de la
subunidad 8/12kDa o otras bandas
especificas

*Si las lesiones estdn calcificadas: 6 meses de
seguimiento mediante técnicas de imagen
para confirmar lainactividad del parasito

Figura 7. Recomendaciones para el diagndéstico de laboratorio de la hidatidosis. [Ref. 18]

Los inmunodiagnoésticos convencionales se basan, por tanto, en el empleo de Ag
somaticos que provienen principalmente del LH del parasito. Hasta el momento no
existe ningdn antigeno que aune elevada sensibilidad y especificidad en la misma
secuencia. Ademas, estos test fallan en la deteccién de un determinado porcentaje de
pacientes afectados por E. granulosus, por lo que existe una creciente necesidad de
optimizar el serodiagnéstico de la enfermedad.

6.2 Estandarizacion del serodiagndstico de la hidatidosis humana

Los antigenos nativos y los recombinantes dan lugar a unos resultados muy
variables en cuanto a sensibilidad y especificidad. Ademas de las causas mencionadas
anteriormente, esto se debe a que para su estandarizacién deben ser obtenidos de
infecciones naturales, por lo que cada lote tendrd una composicién antigénica diferente.
Esta variabilidad se atribuye también a que no existe un consenso en cuanto a los
métodos de purificacion de determinados antigenos. [42]

Con el fin de solucionar los problemas de estandarizacién antigénica, y tratar de
mejorar la sensibilidad y especificidad en el diagndstico serolégico, se han desarrollado
herramientas moleculares muy especificas, siendo las mas relevantes los anticuerpos
monoclonales, los antigenos purificados o recombinantes y la deteccidon directa de DNA
o RNA parasitario en las muestras mediante las técnicas Southern blot o Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). [18]
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Se han desarrollado anticuerpos monoclonales (MAbs, por sus siglas en inglés)
dirigidos principalmente frente a los antigenos parasitarios AgB y Ag5 circulantes en el
suero del enfermo.

En primer lugar se desarrollaron los MAbs 24.14 y 61A12 frente al Ag5, y 31.35
y 39B3 frente al AgB [36] para la deteccién de antigenos circulantes en suero. No
obstante, la mayoria de pacientes con hidatidosis dan resultados negativos en
ELISA, independientemente del estadio de la enfermedad, el momento de toma
de muestra y la localizacién y fertilidad de los quistes. Ademas, estos MAbs
detectan epitopos del AgB y Ag5 comunes a otros cestodos, por lo que no son
especificos de E. granulosus. [43]

ELISA basado en anti-Ag5 MAbs es capaz de detectar concentraciones muy bajas
de Ag5 en el LH. Sin embargo, la prueba se ve limitada también debido a
problemas de reacciones cruzadas, por lo que los MAbs 24.14 y 61A12 se
emplean para la deteccion antigénica en biopsias de pacientes sospechosos de
sufrir hidatidosis quistica. 14l Ademas, el MAb 24.14 muestra una sensibilidad
del 92,8% en la deteccion de anticuerpos séricos en ensayos ELISA competitivo
combinado con ELISA convencional, por lo que es un marcador temprano de
infeccion. [43]

E02 154/12 es otro MAb dirigido frente a Ag5. Se emple6 para realizar un
screening de la biblioteca de expresion de E. granulosus, aislandose asi dos
antigenos llamados Eg6 y Egl4. Imitando el sitio conformacional de sus Ag
recombinantes se sintetiz6 un péptido altamente especifico y sensible para
detectar Ac especificos mediante ELISA. [44]

Frente al AgB se desarroll6 C9E7H8. Gracias a este MAb se consiguio aislar
EgPs-3, un Ag recombinante, que debido a su peso molecular de 12 kDa,
representa la subunidad pequefia del AgB. Cuando se emplea en ELISA como una
proteina fusionada a la enzima Glutation-S-Transferasa, presenta una
sensibilidad diagndstica del 74% y reactividad cruzada con sueros de pacientes
infectados por E. multilocularis y Schistosoma japonicum. Al combinar EgPs-3 con
la proteina 65, el epitopo predominante reconocido por los anticuerpos
especificos (EgPs-3/65), mejora la especificidad del ensayo, aunque su utilidad
diagnéstica contintia estando limitada por su baja sensibilidad. [45!]

También se ha obtenido un par de MAbs que reaccionan con otros antigenos
parasitarios: el 4E5 reacciona con los Ag de la oncosfera, mientras que el EF1bd
reconoce el factor de elongacion 1B3/q, el cual se encuentra tanto en el LH como
en el protoescolex. El Ag recombinante de esta ultima proteina se empled en
ELISA para la deteccién de una respuesta humoral especifica. Se observé también
que la concentracion de los anticuerpos frente al EF1bd es superior en pacientes
con calcificaciones en el quiste, por lo que es de gran utilidad para evaluar la
viabilidad del quiste. [14 46]
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Ademdas de los MAbs, se desarrollaron péptidos recombinantes o sintéticos
derivados de secuencias antigénicas de E. granulosus procedentes del LH y otros
extractos somaticos. Los Ag recombinantes se disefian y obtienen en grandes cantidades,
de forma estandarizada y homogénea, a partir de bacterias Escherichia coli. 1421 Las
muestras se extraen mediante una biopsia de aguja fina y las proteinas se detectan
mediante una separacion en gel de poliacrilamida. [14] A partir del AgB se han obtenido 3
proteinas:

» La proteina recombinante EG55 se corresponde con la subunidad mas pequena
del AgB y se expres6 junto con la enzima Glutation-S-Transferasa. Esta molécula
fusionada presenta una elevada especificidad y sensibilidad en ELISA, del 99 y
89% respectivamente, por lo que podria ser ttil en el serodiagnoéstico. [47]

= A partir del AgB se obtuvo rAgB-MBP, un péptido recombinante fusionado con la
proteina de unién a la maltosa (maltose-binding-protein o MBP). Se emple6 para
detectar anticuerpos IgG4 especificos en ELISA, mostrando una sensibilidad
diagnostica del 65% y problemas de reactividad cruzada unicamente con E.
multilocularis. [48]

= A partir del AgB1 se obtuvo el péptido p176. Aunque el potencial diagnostico de
los péptidos sintéticos aislados es peor que el de la proteina original, tanto nativa
como recombinada, la combinacién de Ag junto con péptidos sintéticos reduce el
numero de falsos negativos, y por tanto, mejora la especificidad del
inmunoensayo. [49]

El protoescélex y las formas adultas constituyen otra fuente antigénica adicional al
LH con relevancia en el serodiagnostico de la hidatidosis. A partir de estos extractos
somaticos se han desarrollado antigenos recombinantes (rEpC1 y rEgcMDH) con un
elevado potencial diagnoéstico, a pesar de presentar también reactividad cruzada con
sueros infectados por otros parasitos (debido a la heterogenidad del extracto) y
problemas por el diagndstico de falsos negativos.

» La proteina recombinante rEpC1 es una secuencia de 8,4kDa obtenida a partir de
una biblioteca de cDNA de protoescélex de E. granulosus. Este polipéptido
presenta una especificidad y sensibilidad de 92 y 83-96% respectivamente. [50]

* Por otro lado, rEgcMDH es una isoforma de la enzima malato deshidrogenasa
aislada en el citosol del parasito adulto. Esta proteina presenta una especificidad
y sensibilidad de 45-90 y 83-95% respectivamente. [>1]

6.3 VIRapid® HYDATIDOSIS

Muchas fracciones antigénicas de E. granulosus se han ensayado para mejorar la
sensibilidad y especificidad de los test serolégicos empleados en el diagnéstico de la
hidatidosis. Las preparaciones mas exitosas son las enriquecidas con fracciones 5 y B,
puesto que la purificacion del antigeno mejora la especificidad sin disminuir la
sensibilidad de los test. [52]
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Basandose en esto, en unantigeno enriquecido E. granulosus 5/B y
purificado por HPLC (high performance liquid chromatography), la empresa Vircell
comercializ6 en Espana VIRapid® HYDATIDOSIS, el primer test
inmunocromatografico para el diagnéstico de la hidatidosis. Este test rapido, empleado
para la deteccidon cualitativa de anticuerpos especificos totales en suero o plasma
humano, ofrece una sensibilidad del 94,7% y una especificidad del 99,5%, obtenidas tras
el ensayo de 282 muestras, de las cuales no se especifican detalles. [53]

Aunque VIRapid® HYDATIDOSIS demuestra una buena precisiéon diagnodstica, no
supera desde el punto de vista estadistico los resultados obtenidos con ELISA IgG
Echinococcus. [541 No obstante, debido a la rapidez y sencillez de realizaciéon e
interpretacion, su bajo costo, su estabilidad a temperatura ambiente y la posibilidad de
realizar la prueba en el mismo sitio donde se atiende al paciente, [*5] es un método
idoneo en areas en desarrollo y como test de screening en diagndsticos rutinarios.

7. CONCLUSIONES

La hidatidosis es una grave zoonosis parasitaria causada por el estado larvario de
Echinococcus granulosus. La enfermedad puede tener consecuencias fatales si no se trata
adecuadamente, por lo que el diagnoéstico prematuro es crucial para el tratamiento
eficiente y el pronoéstico de la enfermedad.

El diagnodstico de la hidatidosis se realiza mediante técnicas de imagen y se
complementa con serologia. En el inmunodiagndstico convencional se ha empleado el
liquido hidatidico bruto y las fracciones purificadas del antigeno B y el antigeno 5. Sin
embargo, se obtienen datos de sensibilidad y especificidad dispares para un mismo
antigeno debido a problemas de reactividad cruzada con sueros de pacientes infectados
por otros helmintos, la localizacién extrahepatica del quiste, genotipos de E. granulosus
distintos de G1, quistes en etapas CE1, CE4 y CE5, y quistes de pequefio tamafio, entre
otros.

Esta falta de antigenos con propiedades diagndsticas elevadas en una misma
secuencia y que, ademas, cuenten con procesos de obtencidn facilmente estandarizables,
ha llevado a muchos investigadores a buscar alternativas con resultados muy
prometedores, entre las que se encuentran la obtenciéon de antigenos procedentes de
otras etapas de desarrollo del parasito (rEpC1 y rEgcMDH), el estudio de secuencias
recombinantes con caracteristicas diagndsticas superiores a las de sus proteinas nativas
homdlogas (Eg6, Eg14 y EG55) y el desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos
(24.14, 61A12, 4E5 y EF1bd).

No obstante, debido a los valores tan amplios de sensibilidad y especificidad dentro
de una misma secuencia, algunos investigadores proponen el uso de estas secuencias
recombinantes o de fracciones purificadas, en combinacién con otras (antigeno 5/B de
ViRapid® HYDATIDOSIS), con la finalidad de mejorar el potencial inmunodiagndstico
de la hidatidosis.

Actualmente estos rapidos avances en el diagndstico de la hidatidosis se encuentran
limitados debido a su elevado coste y la complejidad de los métodos. Por este motivo,
aunque la estandarizacién y comercializacion de los nuevos antigenos es esencial para el
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desarrollo y mejora del serodiagnostico de la hidatidosis, en cuanto a una deteccién mas
fiable del parasito, una correcta caracterizaciéon de lesiones hidatidicas, la deteccién de
casos asintomaticos y la caracterizacion de la etapa de desarrollo del quiste, hasta el
momento no existe ninguna técnica estandarizada que reuna sensibilidad/
especificidad diagnodstica elevadas.
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